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TUMOR NEKROSE FAKTOR MUTEINE 

Beschreibung 

5 Die Erfindung betrifft neue, vom Tumor Nekrose Faktor (TNF) abgeleitete 
Polypeptide, deren Herstellung und deren Verwendung als Arzneimittel . 

Von Carswell et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72, 3666, 1975) wurde be- 
richtet, dap das Serum von Endotoxin-behandelten Tieren, die zuvor mit dem 

10 Mycobacterien-Stamm Calmette-Guerin (BCG) infiziert worden waren, eine 
hamorrhagische Nekrose bei verschiedenen Tumoren in der Maus bewirkte. 
Diese Aktivitat wurde dem Tumor Nekrose Faktor zugeschrieben. TNF zeigt 
auch eine zytostatische Oder zytotoxische Wirkung gegenuber einer Vielzahl 
von transformierten Zellinien in vitro, wahrend normale menschliche und 

15 tierische Zellinien davon nicht betroffen werden (Lymphokine Reports 
Vol. 2, pp 235-275, Academic Press, New York, 1981). Kurzlich wurde die 
biochemische Charakterisierung und das Gen fur menschlichen TNF beschrie- 
ben (Nature 312, 724, 1984; J. Biol. Chem. 260, 2345, 1985; Nucl. Acids 
Res. 13, 6361, 1985). 

20 

Aus diesen Daten lapt sich folgende Proteinstruktur fur das reife humane 
TNF ableiten: 

ValArgSerSerSerArgThrProSerAspLysProValAlaHisValValAlaAsnPro 

25 

GlnAlaGluGlyGlnLeuGlnTrpLeuAsnArgArgAlaAsnAlaLeuLeuAlaAsnGly 
ValGluLeuArgAspAsnGlnLeuValValProSerGluGlyLeuTyrLeuIleTyrSer 
30 GlnValLeuPheLysGlyGlnGlyCysProSerThrHisValLeuLeuThrHisThrlle 
SerArglleAlaValSerTyrGlnThrLysValAsnLeuLeuSerAlalleLysSerPro 
CysGlnArgGluThrProGluGlyAlaGluAlaLysProTrpTyrGluProlleTyrLeu 

35 

GlyGlyValPheGlnLeuGluLysGlyAspArgLeuSerAlaGluIleAsnArgProAsp 

TyrLeuAspPheAlaGluSerGlyGlnValTyrPheGlyllelleAlaLeu 

40 Weiterhin wurde das TNF-Gen von Rind, Kaninchen und Maus beschrieben (Cold 
Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 51, 597, 1986). 

Neben seinen zytotoxischen Eigenschaften ist TNF einer der Hauptbetei 1 ig- 
ten an entztindl ichen Reaktionen (Pharmac. Res. 5, 129, 1988). Im Tier- 
model 1 konnte die Beteiligung von TNF beim septischen Schock (Science 229, 



WO 90/07579 



PCT/EP89/01564 



2 



869 f 1985) und der Graft versus Host Disease (J. Exp. Med. 166, 1280, 
1987) gezeigt werden. 



Es wurde nun gefunden, dap bestimmte Polypeptide, die sich vom TNF 
5 ableiten, giinstigere Eigenschaften besitzen. 



Gegenstand der Erfindung sind TNF-Polypeptide der Formel 



ValArgSerSerSerArgThrProSerAspLysProValAlaHisValValAlaAsnPro 



10 



GlnAlaGluGlyGlnLeuGlnTrpLeuAsnArgArgAlaAsnAlaLeuLeuAlaAsnGly 



ValGluLeuArgAspAsnGlnLeuVaiValProSerGluGlyLeuTyrLeuIleTyrSer 



15 GlnValLeuPheLysGlyGlnGlyCysProSerThrHisValLeuLeuThrHisThrlle 
SerArglleAlaValSerTyrGlnThrLysValAsnLeuLeuSerAlalleLysSerPro 
CysGlnArgGluThrProGluGlyAlaGluAlaLysProTrpTyrGluProIleTyrLeu 

20 

GlyGlyValPheGlnLeuGluLysGlyAspArgLeuSerAlaGlulleAsnArgProAsp 

TyrLeuAspPheAiaGluSerGlyGlnValTyrPheGlyllelleAlaLeu, 

25 worin jedoch mindestens eine Aminosaure in den Positionen 9, 11, 15, 26, 
35, 41, 44, 46, 52, 54, 56, 57, 61, 62, 78, 87, 95, 119, 121, 133, 136, 
137, 138, 139, 140, 141, 142, 144, 150, 156 und/oder 157 durch eine andere 
natQrliche a-Aminosaure ersetzt ist und N-terminal 1 bis 7 Aminosauren 
fehlen konnen, sowie deren Salze mit physiologisch vertragl ichen Sauren. 

30 

Insbesondere sind Gegenstand der Erfindung die TNF-Polypeptide, in denen 
mindestens eine der folgenden Veranderungen vorliegt: 



35 



40 



Position 
Position 
Position 
Position 
Position 
Position 
Position 
Position 
Position 
Position 
Position 



9: 
11: 
15: 
26: 
35: 
41: 
44: 
46: 
52: 
54: 
56: 



Ser ersetzt durch A 
Lys ersetzt durch A 



His ersetzt durch B Oder C 



Leu ersetzt durch C 
Ala ersetzt durch C 
Val ersetzt durch C 
Arg ersetzt durch A 
Asn ersetzt durch A 
Ser ersetzt durch A 
Gly ersetzt durch C 
Tyr ersetzt durch C 
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Position 


57 


Leu 


ersetzt 


durch 


C 






Position 


61: 


: Gin 


ersetzt 


durch 


C 






Position 


62. 


• Val 


ersetzt 


durch 


A 


Oder 


C 


Position 


78: 


His 


ersetzt 


durch 


C 


oder 


B 


Position 


87: 


Tyr 


ersetzt 


durch 


C 






Position 


95: 


Ser 


ersetzt 


durch 


c 






Posi t ion 


119: 


Tyr 


ersetzt 


durch 


c 


oder 


A 


Position 


121: 


Gly 


ersetzt 


durch 


c 






Position 


133: 


Ser 


ersetzt 


durch 


e 






Pos i t i on 


136: 


lie 


ersetzt 


durch 


c 






Posi t i on 


137: 


Asn 


ersetzt 


durch 


A 






Pos i t ion 


138: 


Arq 


ersetzt 


durch 


A, 


B oder 


Position 


139: 


Pro 


ersetzt 


durch 


A, 


C oder 


pr\c 5 + i An 
r v/ w 1 w | V/ 1 1 


140: 


ASD 


ersetzt 


durch 


A 


oder 


C 


Position 


141: 


Tyr 


ersetzt 


durch A 






Position 


142: 


Leu 


ersetzt 


durch 


C 






Position 


144: 


Phe 


ersetzt 


durch C 


oder 


A 


Position 


150: 


Val 


ersetzt 


durch 


A 


Oder 


C 


Position 


156: 


Ala 


ersetzt 


durch 


C 






Position 


157: 


Leu 


ersetzt 


durch 


B, 







worin A eine Aminosaure tnit geladener Seitenkette, B eine Aminosaure mit 
polarer ungeladener Seitenkette und C eine Aminosaure mit hydrophober 
Seitenkette bedeuten. A ist also Arg, His, Lys, Glu oder Asp; B Gin, Asn, 
25 Gly, Met, Cys, Ser Oder Thr und C Phe, Leu, He, Trp, Tyr, Pro, Val Oder 
Ala. 

Vorzugsweise sind in dem TNF-Molekill nicht mehr als 10 Aminosauren ab 
Position 9 deletiert oder verSndert. 

30 

Als physiologisch vertrSgliche Sauren sind insbesondere zu nennen: 
Salzsaure, Zttronens3ure, Weinsaure, Milchsaure, Phosphorsaure, 
HethansulfonsSure, Essigsaure, Ameisensaure, MaleinsSure, Fumarsaure, 
KpfelsSure, Bernsteins3ure, Malonsaure, Schwefelsaure, L-Glutaminsaure, 
35 L-Asparaginsaure, Brenztraubensaure, SchleimsSure, Benzoesaure, 
Glucuronsaure, Oxalsaure, AscorbinsSure, Acetylglycin. 

Zur Herstellung der neuen Polypeptide geht man von der cDNA des humanen 
TNFs aus, die man gemSp Nature 312, 724, 1984 erhalt und in ein Plasmid 
40 einbaut. Dieses rekombinante Plasmid, das die genetische Information fur 
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humanes TNF tragt, client als Ausgangspunkt fur die Herstellung der neuen 
TNF-Muteine. 

Urn die beabsichtigten Veranderungen in das Gen fur den humanen TNF gezielt 
5 einzufuhren, wird das TNF-cDNA-Fragment durch aufeinanderfolgende Spaltung 
mit Restriktionsenzymen und anschliepende Elektrophorese durch ein 
Agarosegel rein hergestellt. Dieses TNF-Gen enthaltende Fragment wird in 
einen Polylinker eines Bakteriophagenvektors eingebaut (Gene 19,269-276). 

10 Durch Transformation von E.coli mit diesem rekombinanten Vektor werden 
schliepiich Phagen erhalten, die den codierenden Strang des humanen 
TNF-Gen s tragen. 

Zur gezielten Mutagenese des TNF-Gens werden Oligodesoxynukleotide 
15 chemisch synthetisiert, die partiell komplementar zur TNF-Sequenz sind. 
Diese Oligonukleotide besitzen eine durchschnittliche Lange von 
23 Nukieotiden. Am 5'-Ende ist ein Bereich von etwa 10 Nukleotiden, der 
perfekt komplementar zum TNF-codierenden Strang ist. Anschliepend folgt 
ein Abschnitt von 3 Nukleotiden, der nicht komplementar ist und die 
20 gewunschte Veranderung des TNF-Gens tragt. An diesen Abschnitt schliept 
sich ein etwa 10 Nukleotide langer Teil an, der wiederum perfekt 
komplementar zum TNF-codierenden Strang ist. 

Deletionen werden erzeugt, indem man Oligodesoxynukleotide verwendet, die 
25 genau vor und hinter der zu deletierenden Gensequenz Komplementaritat 
besitzen; dadurch wird ein Heteroduplex gebildet, in dem die zu 
deietierende Gensequenz einzelstrangig vorliegt. 

Die so konstruierten Oligonukleotide werden mit der rekombinanten TNF-DNA 
30 hybridisiert. Anschliepend wird mit einer Polymerase und Desoxynukleosid- 
triphosphaten der Heteroduplex zum vollstandigen doppelstrangigen 
DNA-MolekQl aufgefOUt und mit dem Enzym T4 DNA-Ligase kovalent verknupft. 

Mit diesem DNA-Moleklil werden kompetente E.coli Zellen transformiert und 
35 die so erhaltenen Phagen werden durch in situ Plaque-Testung untersucht 
(Science 196,180/ 1977). 

Dazu wird die auf Nitrocellulose uberfiihrte Phagen-DNA mit Hilfe des zur 
Mutagenese verwendeten 01 igonukleotids, das radioaktiv markiert ist, 
40 durchgetestet. 

Unter hochstringenten Bedingungen werden diejenigen Phagen durch 
Hybridisierung identif iziert, die die gewlinschte Veranderung im TNF-Gen 
tragen. Die Bestatigung der Mutation erfolgt durch DNA-Sequenzierung, 
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Anschliepend kann das mutierte TNF-Gen mittels Spaltung mit Restriktions- 
enzymen aus dem rekombinierten TNF-Vektor herausgeldst und mittels 
Gelelektrophorese in reiner Form isoliert werden. Zur Expression dieses 
veranderten TNF-Gens in E.coli mup das TNF-Gen fragment mit prokaryonti- 
5 schen Signalen wie Promotoren, Terminatoren, ribosomalen Bindungsstellen 
versehen werden (Winnacker, Gene und Clone, Verlag Chemie 1984, Seite 
192ff). Anschliepend wird mit diesem TNF-Expressionsvektor ein E.coli- 
Stamrn transformiert. Der so erhaltene rekombinante E.coli-Stamm wird zur 
Produktion eines TNF-Muteins verwendet, indem man ihn in einem geeigneten 
10 Nahrmedium ziichtet. Danach werden die Bakterien geerntet und lysiert. So 
erhalt man ein losliches Gemisch aus E.coli-Proteinen, aus dem das 
gewiinschte TNF-Mutein durch bekannte Methoden der Proteinreinigung wie 
Ammoniumsulfatprazipitation, Ionenaustauschchromatographie und Umkehr- 
phasenchromatographie in reiner Form isoliert werden kann. 

15 

Die neuen Muteine zeigen zum Teil gute zytotoxische Eigenschaften. Ein 
anderer Teil der Muteine besitzt eine hone Affinitat fUr den zellularen 
TNF-Rezeptor, ohne jedoch eine zytotoxische Aktivitat zu besitzen. Sie 
stellen also TNF-Antagonisten dar. Sie binden in Konkurrenz zu natUrlichem 

20 TNF an den zellularen TNF-Rezeptor und unterdrUcken so die TNF-Wirkung. 
Die neuen Muteine erweisen sich als wertvolle Arzneimittel, die zur Be- 
handlung von neoplastischen Erkrankungen und Autoiiranunerkrankungen sowie 
zur Bekampfung und Prophylaxe von Infektionen, EntzUndungen und 
Abstopungsreaktionen bei TranSplantationen eingesetzt werden konnen. Durch 

25 einfache Experimente kann geklart werden, welche wirkungsweise die 
einzelnen Muteine besitzen. Mit einer TNF-sensitiven Zelle wird die 
zytotoxizitat des Muteins durch Inkubation der Zellinie in Gegenwart des 
Muteins bestimmt. In einem zweiten versuchsansatz inkubiert man die 
Zellinie mit dem entsprechenden Mutein in Gegenwart einer letal wirkenden 

30 TNF-Menge. Dadurch kann die TNF-antagonisierende Wirkung nachgewiesen 
werden. Auperdem wird durch ein in vitro Bindungsexperiment die Affinitat 
des Muteins zum zellularen TNF-Rezeptor bestimmt. 

Die biologische Charakterisierung der neuen Muteine auf ihre agonistische 
35 Oder antagonist! sche Wirkung erfolgte in folgenden Testsystemen: 

I. zytotoxizitatstest auf TNF-sensitiven Indikatorzellen, 

II. Kompetition-Zytotoxizitatstest auf TNF-sensitiven 
40 Indikatorzellen, 

III. Kompetition-Rezeptorbindungstest auf TNF-Rezeptor exprimierenden 
Indikatorzellen. 
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I. Zytotoxizitatstest 

Die agonistische Bewertung der neuen Muteine basiert auf deren 
zytotoxischer Wirkung auf TNF-sensitiven Zellen (z.B. L929, MCF-7, 
5 A204, U937). Der Test mit L929 und MCF-7 wurde wie folgt durchgefiihrt: 

1. 100 fi\ Kulturmedium mit 3 bis 5 x 103 frisch trypsinierten, sich 
im exponentiellen Wachstum befindenden L929-Zellen (Maus) bzw. 
MCF-7-Zellen (Mensch) wurden in die Vertiefungen einer 

10 96-Loch-Flachboden-Kulturplatte pipettiert. Die Platte wurde iiber 

Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die mit Wasserdampf 
gesattigte Luft im Brutschrank enthielt 5 Vol% CO2. 

Das L929-Kulturmedium enthielt 500 ml MEM Earle Ix (Boehringer, 
X5 Mannheim), 50 ml hitzeinakti viertes (30 min, 56°C) foetales 

Kalberserum (FCS), 50 ml L-Glutamin (200 mM), 5 ml lOOx 
nichtessentielle Aminosauren, 3 ml IM Hepes-Puffer pH 7,2 und 
50 ml Gentamycin (50 mg/ml). 

20 Das MCF-7-Kulturmedium enthielt 500 ml MEM Dulbecco Ix 

(Boehringer, Mannheim), 100 ml hitzeinaktiviertes (30 min, 56°C) 
FCS, 5 ml L-Glutamin und 5 ml lOOx nichtessentielle Aminosauren. 

2. Am folgenden Tag wurden 100 pi der zu prUfenden Mutein-Losung zu 
25 den Zellkulturen gegeben und seriell 2-fach titriert. Zusatzlich 

wurden einige Zellkontrollen (d.h. nicht mit Mutein-VerdUnnung 
behandelte Zellkulturen) und einige rhu-TNF-Kontrollen (d.h- mit 
rekombirianten humanen TNF behandelte Zellkulturen) mit angelegt. 
Die Kulturplatte wurde 48 h bei 37°C in einer Atmosphare aus 
30 wasserdampf-gesattigter Luft mit 5 Vol.% C0 2 inkubiert. 

3. Der Prozentsatz Uberlebender Zellen in den mit Mutein-yerdunnung 
behandelten Kulturen wurde mittels der Kristallviolettfarbung 
bestimmt. Dazu wurden die FlUssigkeiten aus den Vertiefungen 

35 durch Abschlagen der Testplatte entfernt. In jede Vertiefung 

wurden 50 fi\ Kristallviolettlosungen pipettiert. 

Die Kristallviolettlosung hatte folgende Zusammensetzung: 

40 3,75 g Kristallviolett 

1,75 g NaCl 

161,5 ml Ethanol 

43, 2 ml 37 % Formaldehyd 

ad 500 ml Wasser 
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Die Kristallviolettlosung blieb 20 min in den vertiefungen und 
wurde dann ebenfalls abgeschlagen. Anschliepend wurden die 
Platten jeweils 5 mal durch Eintauchen in Wasser gewaschen, um 
den nicht zellgebundenen Farbstoff zu entfernen. Der zellge- 
5 bundene Farbstoff wurde durch Zugabe von 100 fi\ ReagenzlBsung 

(50 % Ethanol, 0 f 1 % Eisessig, 49,9 % Wasser) in jede Vertiefung 
aus den Zellen extrahiert. 

Durch Schiitteln der Platten fur 5 min erhielt man in jeder 
Vertiefung eine gleichmapig gefSrbte Losung, Zur Bestimmung der 
uberlebenden Zellen wurde die Extinktion der Farbelosung in den 
einzelnen Vertiefungen bei 540 nm gemessen. 

Danach wurde, bezogen auf die Zellkontrolle, der 50 % Zytotoxi- 
zitatswert definiert und der Kehrwert der Probenverdiinnung, die 
zu 50 % Zytotoxizitat fuhrt, als zytotoxische Aktivttat der 
untersuchten Probe ermittelt. 

II. Kompetition-Zytotoxizitatstest 

20 

Die antagonistische Bewertung der Muteine basiert auf deren 
Eigenschaft, die zytotoxische Wirkung von rhu-TNF auf TNF-sensiti ven 
Zellen (z.B. L929, MCF-7, A204, U937) zu kompetitieren. Der 
Kompetition-Zytotoxitatstest mit L929 und MCF-7-Zellen wurde wie folgt 
25 durchgeflihrt: 

1. 100 (i\ Kulturmedium mit 3 bis 5 x 103 frisch trypsinierten, sich 
im exponentiellem Wachstum befindenden L929-Zellen (Maus) bzw. 
MCF-7-Zellen (Mensch) wurden in die Vertiefungen einer 
30 96-Loch-Flachboden-Kulturplatte pipettiert. Die Platte wurde liber 

Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die mit Wasserdampf 
gesattigte Luft im Brutschrank enthielt 5 Vol% C0 2 . 

Das L929-Kulturmedium enthielt 500 ml J1EM Earle Ix (Boehrtnger, 
35 Mannheim), 50 ml fUr 30 min bei 56°C hitzeinakti viertes FCS, 5 ml 

L-Glutamin (200 mM), 5 ml lOOx nichtessentielle Aminosauren, 3 ml 
IM Hepes-Puffer pH 7,2 und 500 fil Gentamycin (50 mg/ml). 

Das MCF-7-Kulturmedium enthielt 500 ml MEM Dulbecco Ix 
40 (Boehringer, Mannheim), 100 ml hitzeinaktiviertes (30 min, 56°C) 

FCS, 5 ml L-Glutamin (200 mM) und 5 ml lOOx nichtessentielle 
Aminosauren. 
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2. Am nachsten Tag wurden 100 ft\ der zu prufenden Mutein-Losung zu 
den Zellkulturen zugegeben und seriell 2-fach titriert. Zu diesen 
Zellkulturen wurden dann 100 fil einer rhu-TNF-Verdiinnung in 
Kulturmedium, die in der Endkonzentration in der Zellkultur eine 

5 80-100 % zytotoxische Wirkung hat, zugegeben. Zudem wurden einige 

Zellkontrollen (d;h. nicht mit Mutein-Losung und nicht mit 
rhu-TNF-Losung behandeite Zellkulturen) und einige 
rhu-TNF-Kontrollen (=nur mit rhu-TNF-Losung behandeite 
Zellkulturen) mit angelegt. Die Kul turpi atte wurde dann 48 h bei 
10 37°C in einer Atmosphare aus wasserdampf-gesattigter Luft mit 

5 Vol.% CO2 inkubiert. 

3. Der Prozentsatz uberlebender Zellen in den mit Substanzlosung 
behandelten Kulturen wurde mittels der Kristallviolettfarbung 

15 bestimmt. Dazu wurden die FlUssigkeiten aus den Vertiefungen 

durch Abschlagen der Testplatte entfernt. In jede Vertiefung 
wurden 50 pi Kristallviolettlosungen pipettiert. 

Die Kristallviolettlosung hatte die in II. 3 angegebene 
20 Zusammensetzung. 

Die Kristallviolettlosung blieb 20 min in den Vertiefungen und 
wurde dann ebenfalls abgeschlagen . Anschlief3end wurden die 
Piatt en jeweils 5 ma I durch Eintauchen in Wasser gewaschen, urn 
25 den nicht zellgebundenen Farbstoff zu entfernen. Der 

zellgebundene Farbstoff wurde durch Zugabe von 100 p\ 
Reagenzlosung (50 % Ethanol r 0 f I % Eisessig, 49,9 % Wasser) in 
jede Vertiefung aus den Zellen extrahiert. 

30 4. Durch Schiitteln der Platten fur 5 min erhielt man in jeder 

Vertiefung eine gleichmapig gefarbte Losung. Zur Bestimmung der 
Uberlebenden Zellen wurde die Extinktion der Farbelosung in den 
einzelnen Vertiefungen bei 540 nm gemessen. 

35 5. Danach wurde, bezogen auf die Zellkontrolle und die 

rhu-TNF-Kontrolle der 50 % Kompetitionswert definiert und die 
Probenkonzentration, die bei der vorgelegten rhu-TNF-Konzen- 
tration zu 50 % Kompetition der rhu-TNF-Zytotoxitat fUhrt r als 
antagonistische Aktivitat der untersuchten Probe ermittelt. 



40 



III. Kompet i tion-Rezeptorbindungstest 

Sowohl die agonistische als auch die antagonistische Wirkung von 
Muteinen setzt voraus, dap letztere an den TNF-Rezeptor binden. Das 
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bedeutet, dap Muteine mit agonistischer bzw. ahtagonistischer Wirkung 
und rhu-TNF urn die Bindung am TNF-Rezeptor auf TNF-sensitiven 
Indikatorzellen (z.B. U937) konkurrieren. Der Kompetition-Rezeptor- 
bindungstest wurde wie folgt durchgefUhrt: 

5 

1. 100 fi\ Medium mit verschiedenen Konzentrationen des zu prUfenden 
Muteins sowie des rhu-TNF (=Kontrolle) wurden in die Reaktions- 
gefape pipettiert* Das Medium enthielt 500 ml PBS (Boehringer, 
Mannheim), 10 ml hitzeinakti viertes (30 min, 56°C) FCS und 100 mg 

10 Natriumazid. 

2. Anschliepend wurden 100 fil Medium mit 1 ng l25jod-markiertem 
rhu-TNF (Lactoperoxidase-Methode nach Bolton) in die Reaktions- 
gefape gegeben und gemischt, zur Bestimmung der unspezif ischen 

15 Bindung (NSB) wurde in den Reaktionsgefapen das l 25j 0 d-markierte 

rhu-TNF (1 ng l25j-rhu-TNF in 100 fi\ Medium) mit dem 200-fachen 
Uberschup an nicht radioaktiv markiertem rhu-TNF (200 ng rhu-TNF 
in 100 fi\ Medium) gemischt. 

20 3. Dann wurden 100 ^1 Medium mit 2 x 106 u937-Zellen (Mensch) in die 
Reaktionsgefape pipettiert und gemischt. Die Reaktionsgefape 
(Testvolumen 300 wurden 90 min bei 0°C inkubiert. Nach 45 min 
wurden die Reaktionsansatze nochmals durchmischt. 

25 4. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen 5 min bei 1800 rpm und 
4°C zentrifugiert, 3 mal mit Medium gewaschen, quantitativ in 
Zahlrohrchen UberfUhrt und die zellgebundene Radioaktivitat in 
einem Clini Gamma Counter 1272 (LKB Wallac) bestimmt. 

30 5. Nach Korrektur der Mepwerte urn die unspezif ische Bindung wurde, 
bezogen auf die Gesamtbindung, der 50 % Kompetitionswert 
definiert und die Probenkonzentration, die bei der vorgelegten 
l25j-rhu-TNF-Konzentration zu 50 % (Competition der 
l25j-rhu-TNF-Bindung fUhrt, als kompetitive Aktivitat der 

35 untersuchten Probe ermittelt. 

Beispiel 

A. Herstellung eines Vektors, der die cDNA des humanen TNFs tragt. 

40 

Ausgangsmaterial war das 578 bp lange TNF-cDNA-Fragment, das fUr die 
Aminosauren 8 bis 157 codiert (Aval-Hind3-Fragment) . 
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Dieses TNF-cDNA-Te i 1 fragment wurde mit einem chemisch synthetisierten 

Adaptor, der fur die Aminosauren 1 bis 7 codiert, verknupft und in 

einen geeigneten Vektor eingebaut. 5 

5 Ais Adaptor diente ein doppelstrangiges DNA-Molekiil folgender Sequenz: * 

CGATACTACTATG (N ) x 

TATGATGATAC (M) x GGCT f 

10 worin 

x 0 oder eine durch 3 teilbare Zahl von 3 bis 21, 
N A, G r C Oder T und 

15 

M das jeweils komplementare Nukleotid zu N sind. 

Durch Variation der Adaptoren konnte die Sequenz am 5 r -Ende der 
TNF-cDNA beeinflupt und somit nach erfolgter Genexpression der Amino- 
20 terminus des TNF-Proteins verandert werden. 

Wurde fUr N21 GTCAGATCATCTTCTCGAACC eingesetzt, so erhielt man die 
cDNA fur die gesarate reife Form des humanen TNF (1-157), wobei vor der 
Aminosaure 1 ein Methionin eingebaut ist. 

25 

Fur x gleich 0 erhielt man einen Adaptor, der nach verknLipfung mit der 
TNF-cDNA fur ein TNF-Protein codierte, bei dem die ersten 7 Amino- 
sauren am Aminoterminus deletiert sind. weiterhin konnten durch 
Variation von N alle Deletionen zwischen 1 und 7 Aminosauren am Amino- 
30 terminus des TNF erzeugt werden. 

Die Adaptoren wurden durch vollautomatische chemische Synthese 
(Applied Biosystems 380A) hergestellt und durch praparative Polyacryl- 
am i d-Ge 1 e I e ktr ophorese gere i n i gt . 

35 

Als Vektor diente ein 4,3 kb langes DNA-MolekUl, das aus pBR322 durch 

Spaltung mit Clal und Hind3 erhalten wurde. ' 

0,2 pMol des 587 bp langen TNF-Fragmentes wurden mit 0,5 pMol des ? 
40 entsprechenden Adaptors und 0,1 pMol des Vektors mit Hilfe des Enzyms 
T4-DNA Ligase verknUpft. Mit dieser DNA wurden der E.coli-Stamm W3110 
(ATCC 27325) transformiert und ein Klon mit der entsprechenden DNA- 
Sequenz isoliert. 
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B. Herstellung eines Einzelstrangvektors mit der codierenden Sequenz des 
humanen TNF 

Der oben beschriebene TNF-cDNA-Vektor wurde mit den Restriktionsenzy- 
°5 men EcoRl und Hind3 gespalten. Man erhielt das 0,6 kb grope TNF-cDNA- 
Fragment durch Gelelektrophorese und anschliepende Extraktion aus dem 
Gel in reiner Form. 100 ng dieses Fragments wurden mit 1 fig des 
Ml3mp8-EcoRl-Hind3-Vektorfragments in 20 fi\ 50mM TrisHCl (pH=7,4), 
lOmM MgCl 2 25mM Dithiothreitol und 1 mM ATP in Gegenwart von 5 Einhei- 
10 ten T4-DNA-Ligase gemischt und Liber Nacht bei 14°C inkubiert. 

Mit diesem Gemisch wurde E.coli JM103 (erhaltlich von der Firma 
Pharmacia) transformiert. Man isolierte durch Ausstanzen aus den 
Kulturplatten mehrere Plaques, die durch DNA-Sequenzierung auf 
15 TNF-cDNA-Insertion untersucht wurden. Der rekombinierte Phage mit dem 
codierenden Strang der TNF-cDNA wird M13-TNF genannt. 

C. Herstellung von Vektoren mit veranderter TNF-Sequenz 

20 Der oben beschriebene M13-TNF war das Ausgangsmolekiil fiir die gezielte 
Mutagenese des TNF-Gens. Urn die beabsichtigten Veranderungen einzu- 
fuhren, benotigte man 01 tgodesoxynukleotide, die partiell komplementar 
zum TNF-codierenden Strang sind ( n antisense Oligonukleotide") . Diese 
Oligonukleotide besitzen eine Lange zwischen 15 und 30 Nukleotiden; 

25 bevorzugt verwendet wurden Oligonukleotide mit einer Lange von 

23 Nukleotiden. Dabei waren die ersten 10 Nukleotide perfekt komple- 
mentar zum TNF-codierenden Strang, dann folgte ein nicht-komplementa- 
rer Bereich, der die beabsichtigte Veranderung im TNF-Gen trug, und 
anschliepend folgte wieder ein perfekt komplementarer Bereich von 

30 10 Nukleotiden. Das antisense Oligonukieotid fiir den Austausch der 
Aminosaure Nr. 9 Serin gegen Asparaginsaure war 

pCAGGCTTGTCGTCCGGGGTTCGA . 

35 Das antisense Oligonukieotid fiir die Deletion der Aminosaure Nr 140 
Asparaginsaure war 

pAGTCGAGATAGGGCCGATTG . 

40 Die fllr die Mutagenese verwendeten Oligonukleotide sind in Tab. 1 
aufgefiihrt. 
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Tabelle 1 (Fortsetzung) 
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Diese Oligonucleotide wurden mittels konventioneller Methoden 
synthetisiert. Zum Gebrauch bei der Mutagenese wurden lOpMol des 
Oligonukleotids 30 min bei 37°C in 10 fi\ 50 mM TrisHCl (pH=7,5), 
0,1 mM EDTA, 10 mM MgCl 2 10 mM Dithiothreitol, 0,1 mM ATP in Gegenwart 
25 von 5 Einhe'iten T4 Polynukleotid-Kinase phosphoryliert. 

Zum Gebrauch als Probe (s. unten) wurden 2 pMol des synthetischen 
Oligonukleotids wie oben angegeben phosphoryliert, nur dap anstatt 
0, 1 mM ATP 1 pM y-32 p-ATP verwendet wurde. 



Die spezifische AktivitSt lag im Bereich von 5-106 C pm pro pMol 
Oligonukleotid. 



Die Hybridisierung der Oligonukleotide rait der einzelstrangigen 0NA 
35 von M13-TNF ergab nach Kettenverlangerung eine Heteroduplex-DNA, bei 
der ein Strang die mutierte DNA beinhaltete. 

Zur partiellen Heteroduplexbildung wurden 300 ng M13-TNF DNA mit 
1 pMol des phosphorylierten Oligonukleotids in 20 p\ 10 mM TrisHCl 
40 (pH=7,5), 0,1 mM EDTA, 50 mMol NaCl auf 80°C (2 min), 50°C (5 min) 

und Raumteraperatur (5 min) erwSrmt. Die Kettenverlangerung wurde durch 
Zugabe von 30 fi\ 50 mM TrisHCl (pH=8,0), 0,1 mM EDTA, 12 mM MgCl 2 , 
10 mM Dithiothreitol, 0,7 mM ATP, 0,07 mM dATP, 0,2 mM an dGTP, dTTP, 
dCTP, 2 Einheiten E.coli Polymerase I (gropes Fragment) und 20 Einhei- 
ten T4 DNA-Ligase gestartet. 
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Nach 30 min bei Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch 4 h bei 37°C 
inkubiert und anschliepend bei 4°C uber Nacht inkubiert. Aliquots 
wurden mit Phenol extrahiert, die ONA mit Ethanol ausgefallt und in 
15 fil Wasser gelost* Die ONA dieser Aliquots wurde zur Transformation 
5 von E.coli JM 103 benutzt. s 

Bakterienkulturschalen (15 cm Durchmesser), die einige Hundert 
rekombinante Phagen-Plaques enthalten, wurden durch in situ Plaque- 
Hybridi si erung (Science 196, 180, 1977) auf den mutierten Genotyp hin 
10 untersucht, indem man das entsprechende radioaktiv markierte Oiigo- 
nukleotid (die Probe) und Nitrocellulosef ilterabzUge der Phagen- 
Plaques hybridisierte (etwa 106 cpm pro Filter). Die Hybridisierung 
geschah Qber Nacht bei 50°C, 40% Formamid und 5 • SSC (1 • SSC = 0 f 1 M 
NaCl, 15 mM Natriumcitrat pH=7,2). 

15 

Die Filter wurden bei 45°C in 2 • SSC, 0,02% Natriumdodecylsulfat 
gewaschen, an der Luft getrocknet, auf einen Rontgenfilm aufgebracht 
und bei -70°C exponiert. 

20 Es war notwendig, die Stringenz der Hybridisierung j(durch Veranderung 
der SSC-Konzentration beim Waschen der Filter) fiir das entsprechende 
Oligonukleatid individuell einzustellen ; jede Mutante variierte je 
nach Anzahl und Art der ausgetauschten Oder deletierten Nukleotide in 
ihrer Fahigkeit, mit dem Oligonukleotid zu hybridisieren* 

25 

Ein mit der radioaktiv markierten Probe hybridisierender Phage wurde 
aus der Bakterienkulturplatte ausgestanzt und als Inokulum zur 
Infektion von E.coli JM 103 verwendet. 

30 Aus dem Kulturliberstand wurde die einzelstrangige DNA, aus dem 
Zellniederschlag die doppelstrangige DNA prapariert. 

Die einzelstrangige ONA wurde nach der Didesoxymethode 
(Proc. Natl. Acad. Scu, USA 74, 5463, 1977) sequenziert, urn die Mutation 
35 zu bestatigen. Dann konnte aus der doppeistrangigen DNA durch Spaltung 
mit den Restriktionsenzymen Clal und Hind3 und anschliepende 
Gelelektrophorese das Gen fiir das TNF-Mutein isoliert werden. 

D. Produktion der TNF-Muteine ? 

40 

Das in den obigen Beispielen hergestellte Gen fiir ein TNF-Mutein wurde 
an seinem S'-Ende (Clal) mit Promotorsequenzen, wie z.B. lac-Promotor 
oder trp-Promotor und ribosomalen Bindungsstellen verknUpft. An seinem 
3'-Ende (Hind3) enthielt das Gen einen Transkrtptionsterminator, wie 
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den trpA-Terminator. Diese DNA-Sequenzen sind alle kommerziell 
erhaltlich (Pharmac ia-LKB, Freiburg). 

Das so mi t den not i gen Expressionssignalen versehene Gen fllr das TNF- 
5 Mutein wurde in einen Vektor wie z.B. pBR322 eingebaut. Mit diesera 
Vektor wurde der E.coli Stamm W3110 transformiert und die erhaltenen 
Klone auf TNF-Mutein-Produktion getestet. Oazu wurde der Bakterien- 
Uberstand nach Verdiinnung in einem biologischen Test untersucht. 
Positive Bakterienklone werden bei 37°C in 10 1 LB-Nahrmedium 
10 gezUchtet. 

E. Reinigung der Proteine 

1 1 Fermentationsbrlihe eines eine neue Substanz produzierenden E.coli- 
15 Stamms wurden 30 min bei 3000 g zentrifugiert. Der RUckstand wurde in 
200 ml 0,4 M Argininhydrochlorid, 20 mM Natriumphosphat pH 8,5 aufge- 
nommen und 30 min mit Ultraschall behandelt. Die Suspension wurde mit 
6 ml 2M MnCl 2 versetzt und 45 min bei 3000 g zentrifugiert. Der 
Uberstand wurde mit verdUnnter NH 3 -Lbsung auf pH 8,9 gebracht und mit 
20 festem Ammoniumsulfat auf 60 % SSttigung eingestellt. 

Das ProteinprSzipitat wurde in 0,2 M Argininhydrochlorid pH 7,5 
suspendiert und gegen 0,4 M Argininhydrochlorid pH 7,5 dialysiert. 
Nach 16 h wurde mit verdUnnter NH 3 -L6sung auf pH 8,5 eingestellt und 
25 auf das 5 f ache Vo lumen mit Wasser verdUnnt. 

Diese Lbsung wurde uber eine mit 0,01 M Argininpuffer pH 8,5 
aquilibrierte «R-Sepharose-Saule (Pharmacia) chromatographiert. Die . 
Elution erfolgte mit 0,02 M Na-Phosphat, 0,06 M NaCl. Das Eluat wurde 
30 nach dem VerdUnnen auf das 2,5fache Uber eine mit 0,02 M Na-Phosphat 
pH 8,0 aquilibrierte »S-Sepharose-S3ule (Pharmacia) chromatographiert. 
Nach Was chen der SSule mit Kquilibrierungspuffer erhielt man durch 
Elution mit 0,05 M Na-Phosphat, 0,1 M NaCl, 0,1 M Arginin pH 8,6 
SDS-Polyacrylamidgel-elektrophoretisch reines Protein. 

35 

So wurden durch Mutagenese mit den in Tabelle 1 aufgefUhrten 
Oligonukleotiden in der angegebenen Reihenfolge folgende TNF-Proteine 
hergestellt (Die Positionen geben die Stellung im TNF an, die 
verandert 1st): 



Position 


9: 


Ser ersetzt durch Asp 


Position 


11: 


Lys 


ersetzt 


durch 


Glu 


Position 


15: 


His 


ersetzt 


durch 


Ser 


Position 


15: 


His 


ersetzt 


durch 


Val 


Position 


15: 


His 


ersetzt 


durch 


Thr 


Position 


15: 


His 


ersetzt 


durch 


Gin 
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Position 24: 

Position 35: 

Position 41: 

Position 44: 

5 Position 46: 

Position 52: 

Position 54: 

Position 56: 

Position 56: 

10 Position 5&: 

Position 57: 

Position 61: 

Position 62: 

Position 62: 

15 Position 62: 

Position 78: 

Position 78: 

Position 78: 

Position 78: 

20 Position 87: 

Position 87: 

Position 95: 

Position 119: 

Position 119: 

25 Position 121: 

Position 121: 

Position 133: 

position 136: 

Position 137: 

30 Position 138: 

Position 138: 

Position 138: 

Position 139: 

Position 139: 

35 Position 139: 

Position 140: 

Position 140: 

Position 141: 

Position 142: 

40 Position 144: 

Position 144: 

Position 144: 

Position 144: 

Position 150: 



Gly ersetzt durch GIu 
Ala ersetzt durch Leu 
Val ersetzt durch Met 
Arg ersetzt durch Lys 
Asn ersetzt durch Asp 
Ser ersetzt durch Asp 
Gly ersetzt durch Val 
Tyr ersetzt durch Phe 
Tyr ersetzt durch lie 
Tyr ersetzt druch Leu 
Leu ersetzt durch Ala 
Gin ersetzt durch He 
Val ersetzt durch He 
Val ersetzt durch Leu 
Val ersetzt druch His 
His ersetzt durch Ser 
His ersetzt durch Glu 
His ersetzt druch Thr 
His ersetzt druch Val 
Tyr ersetzt durch Phe 
Tyr ersetzt durch His 
Ser ersetzt durch Val 
Tyr ersetzt durch Phe 
Tyr ersetzt durch Arg 
Gly ersetzt durch Ala 
Gly ersetzt durch Val 
Ser ersetzt durch Val 
He ersetzt durch Val 
Asn ersetzt durch Asp 
Arg ersetzt durch Asp 
Arg ersetzt durch Gly 
Arg ersetzt durch Leu 
Pro ersetzt durch Asp 
Pro ersetzt durch He 
Pro ersetzt durch Gly 
Asp ersetzt durch Pro 
Asp ersetzt durch Lys 
Tyr ersetzt durch His 
Leu ersetzt durch Phe 
Phe ersetzt durch Ala 
Phe ersetzt durch Glu 
Phe ersetzt durch His 
Phe ersetzt durch Arg 
Val ersetzt durch Leu 
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Position 150: Val ersetzt durch lie 

Position 150: Val ersetzt durch His 

Position 156: Ala ersetzt durch Val 

Position 157: Leu ersetzt durch Gly. 



10 



15 



20 



25 



30 



35 

•4 



40 
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Patentanspriiche 
1. TNF-Polypeptide der Formel 
5 valArgSerSerSerArgThrProSerAspLysProValAlaHisValValAlaAsnPro 
GlnAlaGluGlyGlnLeuGlnTrpLeuAsnArgArgAlaAsnAlaLeuLeuAlaAsnGly 
ValGluLeuArgAspAsnGlnLeuVaTValProSerGluGlyLeuTyrLeuIleTyrSer 

10 

GlnValLeuPheLysGlyGlnGlyCysProSerThrHisValLeuLeuThrHisThrlle 
SerArglleAlaValSerTyrGlnThrLysvalAsnLeuLeuSerAlalleLysSerPro 
15 cysGlnArgGluThrProGluGlyAlaGluAlaLysProTrpTyrGluProIleTyrLeu 
GlyGlyValPheGlnLeuGluLysGlyAspArgLeuSerAlaGlulleAsnArgProAsp 
TyrLeuAspPheAlaGluSerGlyGlnValTyrPheGlyllelleAlaLeu, 

20 

worin jedoch mindestens eine AminosSure in den Positionen 9, 11, 15, 
26, 35, 41, 44, 46, 52, 54, 56, 57, 61, 62, 78, 87, 95, 119, 121, 133, 
136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 144, 150, 156 und/oder 157 durch 
eine andere natilrliche ct-Aminosaure ersetzt ist und N-terminal 1 bis 
25 7 Aminosauren fehlen konnen, sowie deren Salze mit physiologisch 
vertrSgl ichen Sauren. 

2. TNF-Polypeptide gemap Anspruch 1, in denen mindestens eine der 
folgenden Veranderungen vorliegt: 

30 



Position 


9: 


Ser ersetzt durch A 


Position 


11: 


Lys ersetzt durch A 


Position 


15: 


His ersetzt durch B oder C 


Position 


26: 


Leu ersetzt durch C 


Position 


35: 


Ala ersetzt durch C 


Position 


41: 


Val ersetzt durch C 


Position 


44: 


Arg ersetzt durch A 


Position 


46: 


Asn ersetzt durch A 


Position 


52: 


Ser ersetzt durch A 


Position 


54: 


Gly ersetzt durch C 


Position 


56: 


Tyr ersetzt durch C 


Position 


57: 


Leu ersetzt durch C 
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Position 


61: 


Gin 


ersetzt 


durch 


C 






Position 


62: 


Val 


ersetzt 


durch 


A 


oder 


C 


Position 


78: 


His 


ersetzt 


durch 


C 


oder 


B 


Position 


87: 


Tyr 


ersetzt 


durch 


C 






Position 


95: 


Ser 


ersetzt 


durch 


C 






Position 


119: 


Tyr 


ersetzt 


durch 


C 


oder 


A 


Position 


121: 


Gly 


ersetzt 


durch 


C 






Position 


133: 


Ser 


ersetzt 


durch 


C 






Position 


136: 


lie 


ersetzt 


durch 


C 






Position 


137: 


Asn 


ersetzt 


durch 


A 






Position 


138: 


Arg 


ersetzt 


durch 


A, 


B oder 


Position 


139: 


Pro 


ersetzt 


durch 


A, 


C oder 


Position 


140: 


Asp 


ersetzt 


durch 


A 


oder 


C 


Position 


141: 


Tyr 


ersetzt 


durch 


A 






Position 


142: 


Leu 


ersetzt 


durch 


C 






Position 


144: 


Phe 


ersetzt 


durch 


C 


oder 


A 


Position 


150: 


Val 


ersetzt 


durch 


A 


Oder 


C 


Position 


156: 


Ala 


ersetzt 


durch 


C 






Position 


157: 


Leu 


ersetzt 


durch 


B, 







20 

worin A eine Aminosaure mit geladener Seitenkette, B eine Aminosaure 
mit polarer ungeladener Seitenkette und C eine Aminosaure mit 
hydrophober Seitenkette bedeuten. 

25 3. DNA codierend fur ein TNF-Polypeptid gemap Anspruch 1. 

4. Vektor enthaltend eine DNA gemap Anspruch 3. 

5. Wirtsorganismus enthaltend einen Vektor gemap Anspruch 4. 

30 

6. verfahren zur Herstellung eines TNF-Polypeptids gemap Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, dap man einen Wirtsorganismus nach Anspruch 5 
zilchtet und das TNF-Polypeptid daraus isoliert. 

35 7. TNF-Polypeptide gemSp Anspruch 1 zur Verwendung bei der Bekatnpfung von 
Krankheiten. 

8. Verwendung der TNF-Polypeptide gemaS Anspruch 1 zur Bekampfung von 
neoplastischen Erkrankungen und Autoimmunerkrankungen sowie zur Be- 
40 kampfung und Prophylaxe von Infektionen, EntzOndungen und Abstopungs- 
reaktionen bei Transplantationen. 
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